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E ABSTRACT: Chromosomal polymorphism and natural selection in Tri- 
merotropis pallidipennis (Orthoptera: Acrididae): analysis of enzyme and 
DNA characters. Chromosomal inversions are frequently related with par- 
ticular environments because of their ability to generate supergenes main- 
tained by selection. An example of these rearrangements is seen in South Ame- 
rican populations of Trimerotropis pallidipennis, that are polymorphic for 
pericentric inversions. Colonization of southern latitudes by North American 
grasshoppers with basic chromosome arrangements, presumably occurred 
along the Andean dry lands of South America. Rearrangement frequencies 
follow repetitive patterns of distributions along different geographic areas, 
wich are determined by altitude, minimun temperature and humidity varia- 
bles. In order to gain insight into the mode of selection that could be ope- 
rating in the maintenance of these polymorphisms, different kinds of gene- 
tic and molecular analyses were performed. Parallel patterns of allozyme 
and inversion polymorphisms were observed, probably as a consequence 
of linkage disequilibrium. The analysis of random amplified polymorfic 
DNA (RAPDs) showed that RAPD loci frequencies tend to follow similar 
patterns of variations as chromosomal and enzymatic variability. This fact 
could be the consequence of the variation between supergenes that diffe- 
rentiate populations. However, genetic distances from chromosomal, 
enzymatic and RAPD loci variables were not correlated with geographic 
distances, indicating that they are not behaving as neutral markers. Finally, 
the analysis of restriction site variation of mitochondrial DNA showed that 
the cline is not the result of a hybrid zone what reinforces the selection hy- 
pothesis. The estimation of the overall nucleotide divergence between mi- 
tochondrial DNA molecules indicated that they started diverging from 
each other at about 3 myr. ago. This result is in agreement with the time 
when the Isthmus of Panama arose (2-3 myr. ago), probably favouring the 
exchange of species between both Americas. 
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La selección natural, junto con la deriva gené- 
tica y la conducción molecular constituyen los 
principales procesos que determinan la fijación 
de variantes génicas de copia única o múltiple en 
poblaciones naturales (King, 1993). La teoría evo- 
lutiva y los modos de especiación se basan funda- 
mentalmente en estos procesos, ya que ellos son 
los causantes de la diferenciación genética desde 
el primer nivel de interrelación organísmica, que 
es la población. 

Según algunos autores (Endler, 1986), la selec- 
ción natural constituye el principal componente 
de la teoría evolutiva. Ésta puede conducir no só- 
lo a la fijación de variantes génicas mediante se- 
lección direccional, sino también al manteni- 
miento de las mismas en estado polimórfico, a 
través de algún tipo de selección equilibradora, 
tal como la que opera por sobredominancia, epís- 
tasis, o en el caso de ambientes heterogéneos tan- 
to en el tiempo como en el espacio (Hartl, 1980). 

Un método sensible para detectar selección, 
es a través de la búsqueda de clinas, es decir de 
correlaciones de frecuencias génicas o genotípi- 
cas y factores ambientales particulares. Sin em- 
bargo, la interacción deriva genética-migración 
también puede dar lugar a este tipo de gradiente 
de frecuencias génicas, pudiendo no involucrar 
por. lo tanto ningún proceso determinístico. Se 
deben buscar entonces otras evidencias que ava- 
len la existencia de selección, como por ejemplo, 
la presencia de los mismos patrones de distribu- 
ción alélica en grupos de poblaciones indepen- 
dientes. Un caso bien documentado en la litera- 
tura científica, es el del género Drosophila, el 
cual se caracteriza por una alta incidencia de po- 
limorfismos de inversiones paracéntricas. En es- 
pecies tales como D. melanogaster y D. buzzatii, 
se hallaron clinas latitudinales de frecuencias cro- 
mosómicas y marcadores enzimáticos que se re- 
petían con características semejantes en grupos de 
poblaciones pertenecientes a zonas geográficas 
independientes (Knibb et al., 1981; Knibb, 1982, 
1983; Oakeshott et al., 1984 a, 1984 b; Anderson 
et al., 1987, Hasson et al., 1995) constituyendo de 
este modo una evidencia bastante sugestiva de la 
existencia de selección natural operando en el 
mantenimiento de dichos polimorfismos. 


Los polimorfismos de inversiones en Trimerotro- 
pis pallidipennis. Al igual que Drosophila, el gé- 
nero Trimerotropis exhibe otro curioso ejemplo 
de lo que algunos dieron en llamar “ortoselec- 


ción cariotípica”, es decir de la existencia dentro 
de un determinado taxón, de un tipo principal de 
reestructuración cromosómica. 

Trimerotropis se caracteriza citológicamente 
por una alta incidencia de inversiones pericéntri- 
cas, tanto fijadas en cada especie, como en esta- 
do polimórfico (White, 1973; Hewitt, 1979; John, 
1983). La mayoría de sus especies están confina- 
das a América del Norte (White, 1951), sin embar- 
go T. pallidipennis se distribuye desde esa región 
hasta la Patagonia argentina, en América del Sur. 

En América del Norte T. pallidipennis suele ha- 
bitar ambientes elevados y montañosos con sue- 
los áridos y semiáridos. Algunas hipótesis plan- 
tean que esta especie habría invadido América 
del Sur siguiendo las cadenas montañosas. En Ar- 
gentina alcanza una mayor plasticidad ecológica 
John, 1983), ya que a diferencia de las poblacio- 
nes del hemisferio norte, se la encuentra a altitu- 
des menores y puede tolerar ambientes más hú- 
medos. Coincidentemente con esta mayor plasti- 
cidad, aparece en su cariotipo un sistema de in- 
versiones pericéntricas polimórficas, muy parti- 
cular (Mesa, 1971; Vaio et al., 1979; Goñi et al., 
1985), motivo por el cual desde hace varios años 
se vienen estudiando sus poblaciones en nuestro 
laboratorio (Confalonieri, 1988; Confalonieri & 
Colombo, 1989; Confalonieri, 1994). 

El cariotipo básico de T. pallidipennis consiste 
de 2n = 23 cromosomas en los machos, siendo 
los tres pares más largos submetacéntricos (L1-L3) 
y los restantes básicamente acrocéntricos (media- 
nos: M4-M8; pequeños: S9-511) (White, 1973). 
Las poblaciones analizadas pueden presentar po- 
limorfismos para 5-7 inversiones pericéntricas 
que involucran los pares M4, M6, M7 y M8. Di- 
chas inversiones transforman la morfología básica 
o acrocéntrica (A) en distintas morfologías cromo- 
sómicas, metacéntrica (M), submetacéntrica (SM) 
y acrocéntrica invertida (Al). Así, el par M4 pre- 
senta tres morfologías (SM1, A y Al), el par M6 
dos morfologias (M y A), el par M7 también dos 
morfologías (SM2 y A) y finalmente el par M8 
muestra tres morfologías en estado polimórfico 
(SM3, SM4 y A) (Confalonieri & Colombo, 1989). 


Los patrones de distribución cromosómica. Las 
frecuencias de las inversiones observadas se dis- 
tribuyen siguiendo patrones, de manera tal que a 
mayores altitudes y temperaturas mínimas más 
bajas, se fijan las secuencias básicas, y a menores 
altitudes y/o temperaturas mínimas más elevadas, 
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lo hacen las secuencias invertidas. Esta distribu- 
ción clinal la observamos por primera vez al ana- 
lizar un gradiente altitudinal en la provincia de La 
Rioja (Confalonieri & Colombo, 1989). Más tarde 
se analizaron otras poblaciones provenientes de 
las provincias de Mendoza y San Luis, distribui- 
das a lo largo de un gradiente altitudinal, y otras 
dos alejadas geográficamente de estas últimas y 
por lo tanto no incluidas en un gradiente, cómo 
por ejemplo Bariloche (provincia de Río Negro) y 
Ampimpa (provincia de Tucumán) (Confalonieri, 
1990, 1 994; Colombo € Confalonieri, 1996). En 
todos los casos se repetían los patrones de distri- 
bución cromosómica de manera similar. 

Las frecuencias cromosómicas observadas en 
poblaciones de Trimerotropis pallidipennis para 
los cromosomas medianos 4, 6, 7 y 8 se observan 
en la tabla 1 (datos de Matrajt et al., 1996 y de 
Confalonieri, 1994). Allí se comprueba que la po- 
blación de Bariloche, ubicada a una altitud seme- 
jante a las de Observatorio y Tunuyán (Mendoza), 
presenta características cromosómicas similares a 
la población de Puente del Inca (Mendoza), es 
decir con casi todas las secuencias básicas fija- 
das. Esto se debería a que Bariloche y Puente del 
Inca registran temperaturas mínimas semejantes. 
De hecho, un estudio macrogeográfico realizado 
recientemente (Colombo & Confalonieri, 1996) de- 
muestra que la temperatura mínima, junto con la 
humedad relativa, actuarían como los principales 
factores climáticos de los cuales dependería signifi- 
cativamente la variación en frecuencias cromosó- 
micas. A nivel microgeográfico, la correlación de 


las frecuencias de inversiones con la altitud, no ha- 
ce más que reflejar la dependencia que existe gene- 
ralmente entre altitud y temperatura mínima. 


La hipótesis selectiva. Las inversiones pueden 
ocasionar una supresión funcional del entrecru- 
zamiento dentro de los segmentos invertidos de 
los heterocigotas, por lo que se las considera co- 
mo segmentos cromosómicos que pueden preser- 
var genes linealmente coadaptados. Estos com- 
plejos de genes, también llamados supergenes, 
pueden sufrir una diferenciación genética progre- 
siva que a veces conduce a un aumento en la 
adaptación de las poblaciones a las condiciones 
locales (Carson, 1958; Hewitt, 1979; John, 1983; 
Brussard, 1984). 

Teniendo en cuenta estas características de 
las inversiones, tan importantes desde un punto 
de vista evolutivo, y considerando la reiteración 
en los patrones de distribución cromosómica en 
T. pallidipennis, se propuso como una primera 
aproximación, la hipótesis que plantea la existen- 
cia de selección natural manteniendo estos poli- 
morfismos. Entre los distintos modos en que ope- 
ra la selección, se eligió el de variación clinal en 
coeficientes de selección, paralelo al gradiente 
altitudinal o ecológico. Sin embargo, como se 
mencionó previamente, existen modelos alterna- 
tivos para explicar la existencia de clinas. Con el 
objeto de demostrar la hipótesis selectiva, se de- 
cidió analizar la dinámica poblacional y otros pa- 
rámetros microevolutivos, utilizando distintos 
marcadores genéticos. 





Tabla I: Frecuencias cromosómicas observadas en poblaciones de Trimerotropis pallidipennis para los cromosomas 


medianos 4, 6, 7 y 8. 











Cromosomas 4 6 7 8 i 
SM1 A Al M — SM2 A SM3 SM4 A 
Localidades 
PI (32) 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 
~ -U (25) 0.08 O18 074 013 O87 005 0.95 036 0.08 0.56 2.57 
Ca (26) 0 0.173 0.827 0333 0.667 0405 0595 0524 0.333 0143 34 
Tu (32) 0.03 0.07 0.90 064 036 072 028 077 019 0.04 6.2 
Ob (30) 0 0 1 059 041 082 018 027 0.73 0 717 
Ch(26) 0 0.11 089 084 0.16 0818 0.182 062 0.34 0.04 7.42 
Ba (10) 0 1 0 0.11 089 0.05 0.95 0 0 1 0.33 
A (18) 0.11. 0.89 0 0.44 056 044 056 0.44 0 0.56 2.89 





SM1-SM4, cromosomas submetacéntricos; A, cromosomas acrocéntricos; Al, acrocéntrico invertido; M, metacén- 
trico;. PI, Puente del Inca (2720 mts.); U, Uspallata (1830 mts.); Ca, Cacheuta (1237 mts.); Tu, Tunuyán (900 mts.); 
Ob, Observatorio (827 mts.); Ch: Chosmes (554 mts.); Ba, Bariloche (800 mts.); A, Ampimpa (2000 mts.); I, núme- 
ro medio de secuencias invertidas. Entre paréntesis se indica el número de individuos analizados. 
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Marcadores enzimáticos vs. marcadores cromo- 
sómicos. Se analizaron siete poblaciones a lo lar- 


go de un gradiente altitudinal en las provincias de 


Mendoza y San Luis (Matrajt et al., 1996). En ca- 
da individuo se estudió la constitución cromosó- 
mica y los genotipos para 19 loci enzimáticos. 
Como resultado de este análisis se comprobó que 
existen clinas paralelas entre las frecuencias en 
dos loci enzimáticos (esterasas) y el de algunas 
inversiones. Estos loci están en desequilibrio de 
ligamiento significativo con las secuencias del 
par cromosómico M8, lo cual significa que los lo- 
ci de esterasas se encontrarían ligados a la región 
invertida de este par cromosómico. Se analizó la 
estructuración poblacional por medio de los esta- 
dísticos F (Wright, 1951; 1965; Nei & Chesser, 
1983) los que permitieron estimar la tasa de flujo 
génico (Slatkin, 1981, 1985), la cual fue bastante 
alta (2.3 migrantes por generación). 

Se construyeron matrices de distancias enzi- 
máticas, cromosómicas, geográficas y de diferen- 
cias en altitud y humedad entre todos los pares de 
poblaciones posibles. Las dos primeras se calcu- 
laron mediante los índices de distancia de Nel 
(1987). Se procedió entonces a comparar estadís- 
ticamente la diferenciación enzimática con res- 
pecto a la observada para las variables cromosó- 
micas y geográficas mediante tests de Mantel 
(1967). También se compararon estas dos últimas 
variables entre sí. Todas las comparaciones fue- 
ron significativas excepto las comparaciones he- 
chas con las distancias geográficas. 

Si los marcadores en estudio fueran marcado- 
res neutros (alozimas y cromosomas), se esperaría 
que a mayor distancia geográfica entre dos pobla- 
ciones existiera una mayor distancia genética, 
simplemente porque el flujo es menor a medida 
que la distancia geográfica aumenta. Como entre 
ambos tipos de distancias (cromosómica vs. geo- 
gráfica y enzimática vs. geográfica) no se observó 


una correlación significativa, se infiere que los 
marcadores cromosómicos y enzimáticos no se 
comportan como marcadores neutros. Este resulta- 
do era esperable de acuerdo con la hipótesis pro- 
puesta para los marcadores cromosómicos discuti- 
do en el apartado anterior, pero no para los marca- 
dores enzimáticos. El desequilibrio de ligamiento 
significativo encontrado entre marcadores alozí- 
micos y algunas secuencias cromosómicas, expli- 
caría el comportamiento “no neutro” de al menos 
algunos alelos enzimáticos, ya que éstos queda- 
rían atrapados dentro de las inversiones, pasando 
a formar parte de los “supergenes coadaptados”. 
Este hecho es congruente con los resultados signi- 
ficativos de las otras comparaciones de matrices 
(tabla lI) que se traducen en un patrón paralelo de 
variación cromosómica, enzimática y de diferen- 
ciación en condiciones climáticas y ecológicas. 

Otro de los resultados que corrobora la hipó- 
tesis selectiva planteada, fue el hecho de compro- 
bar que algunas poblaciones alejadas geográfica- 
mente del gradiente altitudinal (como la pobla- 
ción de Ampimpa), presentaban frecuencias de 
alelos enzimáticos y cromosómicos esperables, 
según su ubicación altitudinal y características 
climáticas, de acuerdo a los patrones de distribu- 
ción de los mismos marcadores observados den- 
tro del gradiente ecológico de Mendoza y San 
Luis. Por último, y en concordancia con todo lo 
anterior, los análisis de agrupamiento (UPGMA) 
de distancias alozímicas fueron muy similares a 
los de distancias cromosómicas, es decir que las 
poblaciones se agruparon de acuerdo con sus ca- 
racterísticas ecológicas y climáticas, y no de 
acuerdo con su proximidad geográfica. 


Marcadores RAPDs (polimorfismos para frag- 
mentos de ADN amplificados al azar). En otro de 
los estudios realizados, se emplearon técnicas 
moleculares. Se analizaron los polimorfismos pa- 


Tabla II: Resultados de las comparaciones de distintas matrices de distancias (tests de Mantel). 

















R P 
Enzimas vs. Cromosomas 0.86 0.0039 dl 
Enzimas vs. Altitud 0.87 A 
Enzimas vs. Humedad 0.97 0.03 + 
: Enzimas vs. Geografia | 0.12 0.38 NS 
Cromosomas vs. Geografía 0.15 0.39 NS 





Enzimas y cromosomas: distancias genéticas de Nei (1972). Altitud: diferencias en ubicación altitudinal de las 
muestras. Humedad: diferencias de condiciones de humedad ambiente entre muestras. Geografía: distancias 
geográficas. r: coeficientes de correlación. p: probabilidad. NS: no significativo; *: significativo. 
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ra fragmentos de ADN amplificados al azar por 
PCR (reacción en cadena de la polimerasa). El ob- 
jeto de este análisis fue demostrar que el tipo de 
variación estudiada responde a los patrones ob- 
servados para los marcadores enzimáticos y cro- 
mosómicos (Confalonieri & Remis, 1995; Confa- 
lonieri et al., en preparación). 

Para aplicar la técnica de RAPDs se siguió el 
protocolo de Williams et al. (1990). Se realizaron 
extracciones de ADN total de individuos prove- 
nientes de cuatro de las poblaciones ubicadas so- 
bre el gradiente altitudinal en la provincia de 
Mendoza, y de Bariloche. Utilizando cuatro “ce- 
badores” arbitrarios, se obtuvieron 52 productos 
de amplificación, cuyos tamaños oscilaron entre 
200 y 2000 pares de bases. Se calculó la relación 
promedio entre el número de bandas no compar- 
tidas y el número total de bandas entre individuos 
de la misma, y de distintas poblaciones, para cal- 
cular la diversidad genética intrapoblacional y las 
distancias genéticas interpoblacionales de acuer- 
do con las fórmulas propuestas por Lynch (1991) 
y Lynch & Milligan (1994), respectivamente. 

La tabla III muestra los resultados obtenidos al 
correlacionar las matrices de distancias genéticas 
calculadas a partir de las frecuencias de genes 
anónimos (RAPDs), en función de las matrices de 
distancias para los otros marcadores genéticos 
analizados y de distancias geográficas (Confalo- 
nieri, 1994; Matrajt et al., 1996; Confalonieri et 
al., en preparación). Todas las correlaciones fue- 
ron significativas, la correlación con las distan- 
cias geográficas y de variables climáticas. Estos 
resultados nos dan la pauta que las frecuencias de 
loci anónimos tienden a seguir patrones de varia- 
ción similares a los hallados cuando se estudia- 
ron enzimas y cromosomas. Incluso, la diferen- 
ciación tiende a ser mayor a medida que aumen- 
ta la diferencia en condiciones de humedad entre 
las poblaciones, al igual que ocurría con las enzi- 
mas y algunas secuencias cromosómicas. 

La explicación dada a este patrón es la si- 
guiente: las inversiones tienen la capacidad de 
preservar determinadas secuencias alélicas. Una 
población de T. pallidipennis ubicada a elevadas 
altitudes, no tendrá la misma secuencia lineal de 
genes que una población que se encuentra a alti- 
tudes bajas, con secuencias invertidas en todos 
sus cromosomas. Como las siete inversiones invo- 
lucran una buena parte del genoma, las diferen- 
cias supuestamente adaptativas entre las inversio- 
nes pueden evidenciarse cuando se amplifican al 
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Tabla III: Resultado de las comparaciones de matrices 
(test de Mantel). 





R P 
RAPD vs. Cromosomas 0.60 0.033 * 
RAPD vs. Enzimas _ 0.90 0.045 * 
“RAPD vs Humedad 0.54 0.06 MS 
RAPD vs Geografía 0.57 0.11 NS ~ 


$$ $$$ o oo 
RAPD: valores de distancias genéticas (Lynch & Milli- 
gan, 1994). Enzimas y cromosomas: distancias genéti- 
cas de Nei (1972). Geografía: distancias geográficas. 
Humedad: diferencias de condiciones de humedad 
ambiente entre muestras. r: coeficientes de correla- 
ción. p: probabilidad. NS: no significativo. MS: signifi- 
cación marginal. *: significativo. 


azar muchos fragmentos del genoma. Esto es debi- 
do a que un eventual sitio de reconocimiento del 
cebador ubicado dentro de la inversión puede es- 
tar alterado, o bien puede variar la distancia entre 
cebadores por efecto de la inversión cromosómi- 
ca, y afectar ésto la capacidad de amplificación 
del fragmento de ADN. De allí la correlación sig- 
nificativa entre las matrices y de allí también que 
las bandas RAPDs no se comporten en este caso 
como marcadores neutros, pues como sucede con 
cromosomas e isoenzimas, no se demostró que 
una mayor diferenciación genética entre poblacio- 
nes esté correlacionada con una mayor distancia 
geográfica (Confalonieri et al., en preparación). 


Marcadores del ADN mitocondrial: ¿podrían ser 
las clinas zonas híbridas? Por último se llevó a 
cabo un estudio de RFLP (polimorfismos para el 
largo de los fragmentos de restricción) utilizando 
como marcador genético el ADN mitocondrial 
(Confalonieri et al., 1998). Los objetivos persegui- 
dos fueron: 1) demostrar el modelo selectivo de 
variación gradual en los coeficientes de selección 
manteniendo los polimorfismos de inversiones, 
descartando entonces la posibilidad de que las 
clinas correspondan a zonas híbridas de contacto 
secundario; 2) calcular el tiempo de divergencia 
entre los haplotipos mitocondriales con el fin de 
estimar la época en que estos insectos coloniza- 
ron América del Sur. 

¿Por qué utilizar el ADN como herramienta 
para demostrar nuestros objetivos? Debido a las 
características especiales que posee (herencia 
materna, alta tasa evolutiva, no recombinación y 
segregación vegetativa) el ADNm es un marcador 
ideal para realizar estudios poblacionales y de es- 
tructuración geográfica, y para establecer rutas de 
migración y valores de flujo génico. 
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Las variaciones graduales que se observan en 
algunas especies acompañando una variable am- 
biental, pueden deberse a zonas híbridas surgidas 
por contacto secundario entre sus poblaciones. 
Aquellas ubicadas en ambos extremos del gra- 
diente, pudieron haber quedado aisladas por fac- 
tores históricos, y al ponerse en contacto nueva- 
mente, dieron lugar a la formación de una clina. 
Esta clina será estable en el tiempo si ambos lados 
de la zona híbrida están diferenciados por selec- 
ción, y no será estable cuando en la diferencia- 
ción sólo haya actuado la deriva genética. Dada la 
neutralidad de los marcadores mitocondriales, se 
espera una neta diferenciación mitocondrial entre 
ambos extremos de la clina, lo que reflejaría la fal- 
ta de flujo génico histórico. 

Se estudiaron seis poblaciones (Confalonieri et 
al., 1998), cuatro de ellas ubicadas sobre el gra- 
diente altitudinal de Mendoza y las dos restantes 
alejadas geográficamente: Bariloche (Río Negro) 
y Quilmes (Tucumán) (con características cromo- 
sómicas semejantes a Ampimpa). Se ensayaron 
siete enzimas de restricción. Cuatro de ellas mos- 
traron más de un patrón de fragmentos de restric- 
ción (Scal, Xba, Haelll, y EcoRI). A los patrones de 
cada enzima se los identificó con una determina- 
da letra. En general se comprobó que la suma de 
esos fragmentos daba alrededor de 16 kilobases, 
que es lo que mide la molécula mitocondrial de 
T. pallidipennis. El análisis de digestiones parcia- 
les, permitió elaborar un mapa de sitios para esos 
fragmentos. En total se observaron 17 sitios varia- 
bles. Como a cada uno de los 50 individuos se los 
trató con todas las enzimas, se pudo construir una 
matriz de haplotipos combinados. Estos haploti- 
pos se denominaron de acuerdo con las letras de 
cada patrón, que presentaban para las cuatro en- 
zimas variables. Se encontró un total de 17 ha- 
plotipos combinados (Confalonieri et al., 1998). 

Con la matriz de haplotipos, se llevó a cabo 
tanto un análisis cladístico como un análisis fené- 
tico. El análisis cladístico se realizó con el objeto 
de obtener un árbol de parsimonia que mostrara 
cómo surgieron evolutivamente los haplotipos 
unos de otros, mediante el mínimo número de 
pasos mutacionales. Si a esta filogenia de haplo- 
tipos mitocondriales se le superpone su distribu- 
ción geográfica, se pueden hacer inferencias 
acerca del pasado evolutivo de la especie, y saber 
si históricamente hubo falta de flujo génico entre 
algunas poblaciones. Este tipo de estudio se de- 
nomina filogeográfico. 
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En la figura 1 se observa un árbol de parsimo- 
nia hipotético, de haplotipos mitocondriales (cír- 
culos). Se identifican dos grupos de haplotipos 
principales (clados) en ambos extremos. En cada 
grupo hay un haplotipo central, a partir del cual 
se diferencian otros haplotipos secundarios me- 
diante pocos eventos mutacionales. Si los haplo- 
tipos centrales tienen una distribución geográfica 
amplia, se los considera más antiguos. Entre estos 
dos haplotipos centrales existe una gran diferen- 
ciación genética, a la que Avise (1994) llamó gap 
filogenético. Estos “gaps” se observan únicamen- 
te cuando hubo aislamiento histórico entre los 
dos grupos de poblaciones 6 cuando simplemen- 
te hay falta de flujo génico porque los individuos 
en la zona híbrida tienen menor valor adaptativo. 
Por ejemplo, si las clinas de T. pallidipennis fue- 
ran zonas híbridas, se esperaría que las poblacio- 
nes extremas de la clina altitudinal o con simila- 
res características cromosómicas (Bariloche y 
Puente del Inca; Tunuyán y Quilmes), se encon- 
trasen en ambos extremos de un gap filogenético, 
por la falta de flujo génico. 

Los haplotipos definidos por sitios de restric- 
ción mitocondriales en T. pallidipennis se conec- 
taron mediante un árbol de parsimonia sin raíz. El 
análisis cladístico produjo 19 árboles mínimos de 
23 pasos, los que fueron combinados en un árbol 
de consenso de mayoría (Confalonieri et al., 
1998). En esta red también existen dos grupos de 
haplotipos o clados, cada uno con un haplotipo 
central y otros secundarios. Además, y como es 
lógico esperar, se vio que los haplotipos próximos 
evolutivamente (o que se diferencian por pocos 
pasos mutacionales), son los que se encuentran en 
las mismas poblaciones o en poblaciones vecinas. 
Sin embargo, se comprobó que no existe una dife- 
renciación en grupos de haplotipos paralela a la 
diferenciación cromosómica, como se esperaría 
para el caso de las zonas híbridas. De este modo, 
queda descartado el modelo de formación de cli- 
nas por contacto secundario y se acepta el mode- 
lo alternativo, de variación gradual en coeficientes 
de selección paralelo al gradiente ambiental. 

Otra forma de analizar los mismos datos, es 
mediante un estudio fenético. Se utilizó la misma 
matriz de presencia y ausencia de sitios de restric- 
ción, y también las frecuencias poblacionales con 
que aparecían los distintos haplotipos. Se calculó 
la divergencia para las secuencias del ADN mito- 
condrial en tres niveles: interpoblacional, intrapo- 
blacional y entre haplotipos mitocondriales, según 
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Gap Filogenético 


Fig. 1: Red filogenética hipotética de haplotipos mitocondriales en el caso de zonas híbridas. A= poblaciones con 
secuencias básicas; l= poblaciones con secuencias invertidas. 


Nei (1987). Con los valores de divergencia inter- 
poblacional se construyó un dendrograma UPG- 
MA que mostró un agrupamiento sucesivo de las 
poblaciones, que responde netamente a la distan- 
cia geográfica (Confalonieri et al., 1998). Este re- 
sultado es esperable para marcadores neutros, 
siempre y cuando no existan barreras para el flujo 
génico como en el caso de las zonas híbridas. 


Marcadores mitocondriales y rutas de migración. 
Como se mencionó previamente, T. pallidipennis 
es una de las pocas especies de Trimerotropis que 
habría colonizado América del Sur. Existen evi- 
dencias geológicas y paleontológicas que indican 
que durante el Cretácico (Raven & Axelord, 1975) 
e incluso finales del Jurásico (Harrington, 1962), 
América deł Sur estuvo separada de América del 
Norte por una barrera marina Atlántico-Pacífica, 
ubicada a nivel del Istmo de Panamá, el cual se 
habría formado hace dos o tres millones de años. 
Desde entonces, existe un intercambio de flora y 
fauna muy importante entre ambas Américas. 

En el caso de los vertebrados, la corriente de 
migración más importante fue de norte a sur; pe- 
ro en insectos fue al revés, de Sur a Norte, y en 
dos momentos, antes que se estableciera la barre- 
ra marina y después del surgimiento del Istmo de 
Panamá (Halffter, 1974). Según este autor, las es- 
pecies neárticas que habitaban altas montañas in- 
vadieron América del Sur a través del Istmo de 
Panamá, dando lugar a una corriente migratoria 
que denominó “patrón de dispersión Neártico”. 

Mediante la calibración de un reloj molecular 
basado en el ADN mitocondrial, es posible deter- 
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minar cuándo se produjo la dispersión de T. palli- 
dipennis hacia América del Sur y si ésta coincidió 
con el surgimiento del Istmo de Panamá. Para 
ello se estimó el número medio de sustituciones 
nucleotídicas por sitio, entre todos los haplotipos, 
es decir la divergencia promedio entre secuen- 
cias. Se vio que ésta era de 4.8 % entre todas las 
moléculas, y de 3.6 % entre las moléculas consi- 
deradas más antiguas y las restantes. Aplicando 
estos valores a un reloj molecular de 1.2 % por 
millón de años (de acuerdo con las estimaciones 
de Tamura, 1992, para Drosophila), se puede infe- 
rir el tiempo transcurrido desde que esas molécu- 
las se diferenciaron unas de otras, y utilizar este da- 
to para estimar el momento en que T. pallidipennis 
habría colonizado América del Sur. 

El resultado obtenido indica que las moléculas 
mitocondriales habrían comenzado a diferenciar- 
se de las más antiguas hace aproximadamente 
tres millones de años, durante el Plioceno tardío. 
Esta estimación concuerda con el tiempo en que 
las especies de insectos de alta montaña invadie- 
ron América del Sur (corriente Neártica de Halff- 
ter) y apoya la hipótesis de la migración norte-sur 
de T. pallidipennis, ya que coincide con el surgi- 
miento del Istmo de Panamá. 
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